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Dispositif de mesure du pH d'une cible, procede, d f utilisation dudit dispositif et ses 

applications. 

Dispositif de mesure du pH d'une cible appropriee notamment une tumeur, sans 
contact direct avec ladite cible, procede d'utilisation dudit dispositif ainsi que ses 
applications, notamment au controle du traitement des tumeurs par hyperthermic 

Ce dispositif de mesure du pH comprend: 

- une source d'excitation (10) qui comporte une source lumineuse (101) convenable 
pour la selection d'au moins deux longueurs d ! onde d'excitation dela fluorescece d'un 
marqueur fluorescent fixe sur ladite cible et don't le spectre Remission de fluorescence est 
dependant du pH, laquelle source est associee a un miroir speherique (102), un condenseur 
(103), une lentille (104), des filtres (105), a un moyen de bascule (106) d'une longueur d'onde 
d'excitation a la'autre et a une lentille (201) qui focalise la lumiere sur un moyen de 
transmission (30) de ladite source lumineuse a la cible (40); 

- au moins un moyen de recueil (50) de la fluorescence emise; 

- un moyen de detection et de lecture de la fluorescence emise (60, 70, 80); et 

- un systeme de calcul du pH de la cible partir du rapport des signaux de fluorescence 
emise, obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs d'ondes d'excitation (90). 

Abstract Translation 

Mechanism for measuring pH of a target, 
the process of using said mechanism and its applications. 

Mechanism for measuring pH of an appropriate target, notably a tumor, without direct 
contact with said target, process of using said mechanism as well as its applications, notably 
monitoring the treatment of tumors by hypothermia. 

This mechanism for measuring pH comprises: 

- a source of stimulation (10) which comprises a luminous source (101) suitable for 
the selection of at least two wavelengths of the stimulation of fluorescence from a fluorescent 
marker fixed on said target and whose spectrum of fluorescent emission is dependent on the 
pH; said source is associated with a spherical mirror (102), a condenser (103), a lens (104), 
filters (105), means of toggling (106) from one wavelength of stimulation to the other and to 
a lens (201) which focuses the light on means of transmission (30) from said luminous source 
to the target (40); 

- at least a means of collecting (50) fluorescent emissions; 

- a means of detecting and reading fluorescent emissions(60, 70, 80); 

- a system of calculating the pH of a target coming from the relationship of signals of 
the emitted fluorescence successively obtained at least to said two wavelengths of stimulation 
(90). 
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(54) Dispositif de mesure du pH d'une cible, procede d' utilisation dudit dispositif et ses applications. 



(57) Dispositif de mesure du pH d'une cible appropriee, no- 
tamment une tumeur, sans contact direct avec ladite cible, 
proced6 d'utilisation dudit dispositif ainsi que ses applica- 
tions, notamment au contr6le du traitement des tumeurs 
par hyperthermic. 
Ce dispositif de mesure du dH comprend: 

- une source d'excitation (10) qui comporte une source 
lumineuse (101) convenable pour la selection d'au moins 
deux longueurs d'onde d'excitation de la fluorescence d'un 
marqueur fluorescent fix6 sur ladite cible et dont le spectre 
demission de fluorescence est dependant du pH, laquelle 
source est associ6e a un miroir spherique (102), un 
condenseur (103), une lentille (104), des filtres (105), a un 
moyen de bascule (106) d'une longueur d'onde d'excitation 
a i'autre et a une lentille (201 qui focalise la lumiere sur un 
moyen de transmission (30) de ladite source lumineuse a 
la cible (40); 

- au moins un moyen de recueil (50) de la fluorescence 
6mise; 

- un moyen de detection et de lecture de la fluorescence 
emise (60 f 70, 80); et 

- un systeme de calcul du pH de la cible partir du rapport 
des signaux de fluorescence emise, obtenus successive- 
ment au moins auxdrtes deux longueurs d'ondes d'excita- 
tion (90). 
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La presente invention a pour objet un disposi- 
tif de mesure du pH d'une cible appropri£e, notainment une 
tumeur, un procede d'utilisation dudit dispositif ainsi 
que ses applications , notamment au controle du traitement 
5 des tumeurs par hyper thermie. 

Le depistage precoce des tumeurs est essentiel 
pour 1 1 amelioration de leur pronostic ; cependant, les 
tumeurs d'organes ou de tissus sont souvent difficiles 4 
detecter et, dans le cas du cancer de l'oesophage, par 
10 exemple, 1 ■ av&nement de la fibroscopie oesophagienne, n'a 
pas am£liore la precocite de son diagnostic. 

D'autres methodes de diagnostic precoces ont 
ete proposdes et font appel k plusieurs techniques : 

1 - fixation d'un agent de contraste ou d'un 
15 agent colorant et diagnostic par imagerie ; 1' agent colo- 
rant peut soit presenter une grande affinite pour les 
acides nucl^iques (bleu de toluidine, par exemple) , soit 
au contraire ne pas presenter de fixation tumorale 
(lugol, par exemple , qui ne reagit qu'avec le glycogene 
20 de 1' epithelium malpighien dif f erencie) , soit enfin par 
l , emploi de photosensibilisateurs presentant un pic de 
fluorescence lors d'une excitation lumineuse adaptee 
(photodiagnostic) . Ces techniques impliquent I'obtention 
d'un gradient de fluorescence entre tissu sain et tissu 
25 tumoral, qui necessite la fixation elective ou la reten- 
tion particuli&re du marqueur par la tumeur ; or, celles- 
ci sont d£pendantes de nombreux facteurs et notamment de 
la vascularisation, de la necrose et de la capacite 
phagocytaire de la tumeur. 
30 2 1 'utilisation d'anticorps monoclonaux ou 

la vectorisation du marqueur par des liposomes ; cette 
technique, utilisee seule, a 1 'inconvenient de necessiter 
des r^actifs specif iques et couteux. 

3 - 1' etude spectrale de la fluorescence 
35 emise. Cette derniere m6thode, qui ne necessite pas 
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1" utilisation de reactifs specif iques, peut eviter les 
inconvenients precites. 

On peut citer, comme methodes de diagnostic 
utilisant l'dtude spectrale de la fluorescence 6mise : 
5 le procede de diagnostic propose par 

S. ANDERS SON-ENGELS et al . (Lasers in Medical Science, 
1988, 4, 171-181), qui decrit la localisation et la 
detection de plaques d'ath6rome par la mesure de 
l'autofluorescence induite par un laser comme source 
10 d 1 excitation lumineuse ; 

- le diagnostic des tumeurs par analyse de la 
fluorescence, qui a notamment ete decrit dans : 

. 1' article au nom de R.R. ALFANO et al., paru 
dans J. Quantum Electronics, 1984, vol. OE-20, 1Z, 1507- 
15 1511, qui decrit la mesure de 1 'autof luorescence induite 
par une source laser, tant sur les tissus cancereux que 
sur les tissus sains et qui montre que les profils spec- 
traux des tissus cancereux sont differents de ceux des 
tissus sains . 

20 . et les methodes par fluorescence provoquee, 

comme precise dans 1* article au nom de A.E. PROFIO et 
al., paru dans Med. Phys., 1984, H, 4, 516-520, qui 
decrit un fluorometre pour le diagnostic endoscopique de 
tumeurs. Plus precis&nent, un derive fluorescent de 

25 1 'h6matoporphyrine est injecte, puis on caracterise la 
tumeur en detectant la fluorescence emise ; la source 
d* excitation est une lumiere violette, achemin£e 4 tra- 
vers une fibre optique, jusqu'd. I 1 endoscope, alors que la 
fluorescence emise ainsi que la lumiere violette refle- 

30 chie sont collect^es par une autre fibre optique. La 
fluorescence en lumiere rouge et en lumiere violette sont 
separees a l'aide d'un miroir dichrolque et d'un filtre, 
et detect^es & I'aide de photomultiplicateurs . Cette 
methode a 1 1 inconvenient de localiser dif f icilement les 

35 petites tumeurs, d'etre absolument dependante des condi- 
tions de mesure et le gradient de concentration entre 
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tissus sain et tumoral est faible avec, de plus, un 
risque de phototoxicity cutanee. 

Les m6thodes de diagnostic de tumeurs, par 
fluorescence, propos6es dans l'Art anterieur, ont, de 
5 plus, I 1 inconvenient majeur d'etre des techniques abso- 
lues, qui entralnent de nombreux faux positifs ou faux 
negatifs, car elles sont dependantes des conditions de 
mesure (position des fibres de recueil, par exemple ou 
structure du tissu a etudier) . 

10 La presente invention s'est en consequence 

donne pour but de pourvoir a un dispositif et a un pro- 
cede qui permettent de resoudre le probl&ne de la detec- 
tion d'une tumeur dif f icilement detectable par les 
m6thodes de l'Art anterieur ou dont les resultats sont 

15 dif f icilement interpretables, et egalement de resoudre le 
probleme de la dependance vis-a-vis des conditions de 
mesure, rencontr§e dans les syst&mes proposes dans l'Art 
anterieur (A.E. PROFIO et al.) ; en effet, la resolution 
de ce probleme est cruciale pour l'obtention de resultats 

20 qui sont fiables et permettent d'eviter les faux positifs 
et les faux negatifs . 

Les Inventeurs ont, pour ce faire, utilise les 
mesures du m6tabolisme cellulaire et plus particulie- 
rement la mesure du pH intracellulaire a l'aide de mar- 

25 queurs fluorescents a spectres dependants du pH, comme 
cela a notamment ete precise dans J. A. THOMAS et al., 
(Biochem. , 1979, Ifi., 2210-2218), qui decrit les caracte- 
ristiques spectrales de la fluorescdine et de la 6- 
carboxyfluoresc£ine (6-CF), qui sont dependantes du pH, 

30 dans le but de detecter la presence eventuelle d'une 
tumeur. L'absorbance a 490 run (pic) en reference a 
l'absorbance a 465 nm (point isosbestique, c'est-^-dire 
independant du pH) montre que l'absorbance est plus 
importante a pH 7,8 qu'a pH 6,25. 

35 La presente invention a pour objet un disposi- 

tif de mesure. du pH d'une cible appropriee, sans contact 
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direct avec ladite cible, caracterise en ce qu'il com- 
prend : 

- une source lumineuse convenable pour la 
selection d'au moins deux longueurs d'onde d' excitation 

5 de la fluorescence d'un marqueur fluorescent fix6 sur 
ladite cible et dont le spectre d' Emission de fluores- 
cence est dependant du pH, laguelle source est associee a 
un commutateur ou moyen de bascule d'une longueur d'onde 
d' excitation a 1' autre ; 
10 - au moins un moyen de transmission de ladite 

source lumineuse & la cible ; 

- au moins un moyen de recueil de la fluores- 
cence emise ; 

- un moyen de detection et de lecture de la 
15 fluorescence emise ; et 

- un systeme de calcul du pH de la cible a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emise, 
obtenus success ivement au moins auxdites deux longueurs 
d'ondes d 1 excitation. 

20 Selon un mode de realisation avantageux dudit 

dispositif, le moyen de transmission de la source lumi- 
neuse comprend au moins une fibre optique. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit dispositif, le moyen de recueil de fluorescence 

25 comprend au moins une fibre optique. 

On entend, par fibre optique, au sens de la 
presente invention, toute fibre en matiere dielectrique, 
destinee a guider des ondes electromagnetiques, visibles 
ou infrarouges, par exemple. 

30 Conformement a 1' invention ledit moyen de 

transmission et/ou ledit moyen de recueil sont associes a 
un endoscope, couple a un intensif icateur d 1 image, lui- 
meme relie a une camera vid6o. 

On entend, par endoscope, au sens de la pre- 

35 sente invention, aussi bien les endoscopes classiques, 
c'est-a-dire les appareils destines a eclairer et a 
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rendre visible l'int6rieur d'une cavite du corps humain 
que les fibroscopes, c'est-a-dire les endoscopes souples 
formes d'un faisceau de fibres optiques extremement 
fines . 

5 Selon une disposition avantageuse de ce der- 

nier mode de realisation, ledit moyen de transmission 
et/ou ledit moyen de recueil sont inclus dans 1' endo- 
scope* 

Un tel dispositif permet d'obtenir a la. fois 
10 une image de fluorescence et une image visible de ladite 
cible. 

Le moyen de mesure des signaux de fluorescence 
6mis par la cible marquee, est avantageusement un spec- 
trophotometre, et comprend notamment au moins un filtre 

15 optique, au moins un photomultiplicateur et/ou au moins 
un photodetecteur de conversion desdits signaux lumineux, 
et un moyen d 1 acheminement des signaux electriques cor- 
respondants vers le systeme de calcul du pH. 

Les marqueurs fluorescents sensibles au pH 

20 sont plus particulierement decrits dans 1 'article paru au 
nom de R.Y. TSIEN (Methods in cell Biology, 1989, 
127-156) , dans lequel il est notamment precise que les 
marqueurs fluorescents suivants : la f luoresceine, la 
f luoresceine conjuguee au dextran ou a une autre molecule 

25 inerte (DF) , la 5 et/ou 6 carboxyf luoresceine (CF) , le 
2 1 , 7 1 -bis (carboxyethyl) -5 et/ou 6-carboxyf luoresceine 
(BCECF) et leurs esters, la pyramine (8-hydroxypyrene- 
1,3, 6-trisulfonate) , le 4-methylumbellif erone ou 4- 
methyl-7-hydroxycoumarine (4-MU) , le 3,6 dicyano- 

30 hydroquinone (DHPN) , le SNARF-1 et le SNAF-2 
( respect ivement le semi-naphtorhodof luor et la semi- 
naphtof luoresceine) , presentent une paire de longueurs 
d'onde dont le rapport d' excitation augmente avec le pH. 

Ces marqueurs permettent notamment de mesurer 

35 le pH du cytosol. 
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Conformement a 1 1 invention, le margueur fluo- 
rescent est avantageusement associ6 a des liposomes et/ou 
des anticorps monoclonaux appropries . 

Selon un autre mode de realisation du disposi- 
5 tif conforme a 1' invention, le systeme de calcul du pH 
comprend avantageusement un moyen de calcul du rapport 
des signaux de fluorescence emise, obtenus success ivement 
au moins auxdites deux longueurs d'ondes d 1 excitation, et 
un moyen de lecture du pH correspondant au rapport 

10 obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit margueur, en 
fonction du pH. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, ledit syst&me de calcul comprend egale- 
ment un systeme de controle du moyen de bascule, 

15 Un tel systeme est notamment repr6sente par un 

microordinateur approprie, qui permet a la fois d'obtenir 
le pH en fonction des rapports de signaux de fluorescence 
emise et de contr61er le moyen de bascule d'une longueur 
d'onde d 1 excitation a une autre. 

20 Lorsque la cible est une cellule, un tissu ou 

un organe, le dispositif conforme a 1' invention presente 
les avantages suivants : 

- la mesure du pH est realisee, in situ, sans 
contact direct avec lesdits cellule, tissu ou organe ; 

25 - cette mesure de pH permet la detection d'une 

tumeur, car les cellules tumorales presentent un pH plus 
acide que les cellules normales, dans la mesure ou les 
cellules tumorales sont generalement anoxiques et ont 
done recours a la glycolyse anaerobie, avec pour conse- 

30 quence la production d 1 acide lactique ; 

- cette mesure du pH est fiable, car elle uti- 
lise un rapport d'intensites de fluorescence a deux lon- 
gueurs d'ondes differentes, ce qui evite la d6pendance 
vis-a-vis des parametres de mesure, (structure de la 

35 cible, angle entre la fibre de recueil et la fluorescence 
6mise par la cible, notamment), souvent importante dans 
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les mesures de fluorescence et ce qui permet d'obtenir 
des signaux de bonne qualite et eventuellement de les 
amplifier. 

La presente invention a egalement pour objet 
5 un dispositif pour le traitement des tumeurs par hyper- 
thermic et le controle de 1 'hyper thermie, caracterise en 
ce qu'il comprend un dispositif de mesure de pH conforme 
a 1' invention, associe a un moyen de chauffage approprie 
de ladite tumeur. 
10 Ledit moyen de chauffage est avantageusement 

choisi parmi l'un guelconque des moyens suivants : source 
laser, micro-ondes , ultra-sons, radiofr^quence ou circuit 

d'eau chaude. 

Conformement a l 1 invention, ledit moyen de 

15 chauffage est notamment associe a un moyen de focalisa- 
tion de la chaleur produite, vers la tumeur, notamment 
une sonde, un catheter ou une antenne exterieure. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede d' utilisation du dispositif conforme a 

20 1' invention, permettant d'obtenir les informations carac- 
teristiques de Involution dans le temps du pH d'une 
cible appropriee, caracterise en ce qu ! il comprend : 

- la mise en contact de la cible a analyser 
avec un marqueur fluorescent, presentant, au moins deux 

25 pics d 1 excitation et un pic d 1 emission et dont le spectre 
d* emission est dependant du pH ; 

- 1' excitation de la cible ainsi traitee, 
successivement auxdites longueurs d'onde d 1 excitation 
dudit marqueur fluorescent ; 

30 - la mesure de la fluorescence emise par 

ladite cible a analyser, successivement auxdites lon- 
gueurs d'onde d 1 excitation ; et 

- le calcul du pH de ladite cible k analyser a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emis, obte- 

35 nus successivement au moins auxdites deux longueurs 
d'onde d' excitation, par la lecture du pH correspondant 
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au rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
queur, en fonction du pH. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, prealablement a la mise en contact de la 
5 cible a analyser avec le marqueur fluorescent, ladite 
cible est mise en contact avec un Sucre, notamment du 
glucose. 

La mise en contact de la cible avec le sucre 
rend le procede encore plus sensible, dans la mesure ou 

10 il permet de diminuer encore le pH des tissus tumoraux 
par rapport aux tissus sains et done d f augmenter ainsi la 
difference entre tissu tumoral et tissu sain. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, le marqueur fluorescent est notamment 

15 choisi dans le groupe qui comprend la f luoresceine, la 
fluoresceine conjugu6e au dextran ou a une autre molecule 
inerte (DF), la 5 et/ou 6 carboxyf luoresceine (CF) , le 
2 1 , 7 1 -bis (carboxy ethyl) -5 et/ou 6-carboxyf luoresceine 
(BCECF) et leurs esters, la pyramine (8-hydroxypyr&ne- 

20 1, 3, 6-trisulfonate) , le 4-methylumbellif erone ou 4- 
methyl-7-hydroxycoumarine (4-MU) , le 3,6 dicyano- 
hydroquinone (DHPN) , le SNARF-1 et le SNAF-2 
(respectivement le semi-naphtorhodof luor et la semi- 
naphto fluoresceine) . 

25 Selon une disposition avantageuse de ce mode 

de mise en oeuvre, ledit marqueur fluorescent est associe 
k des liposomes et/ou des anticorps monoclonaux appro- 
pries . 

Les dispositifs et le procede conformes a 
30 1" invention s'appliquent de maniere particuli&rement 
avantageuse a la mesure du pH de tumeurs, notamment 
accessibles uniquement par voie endoscopique et permet- 
tent de suivre le pH de la tumeur en differents points et 
!• evolution du traitement par hyperthermic desdites 
35 tumeurs, ce qui rend possible le calcul de la dose ther- 
mique utile, en n'importe quel point de la tumeur ; en 
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effet, la dose thermique a appliquer est diff6rente selon 
le pH. 

Le dispositif conforme a 1' invention permet 
egalement le controle en temps reel de la dose thermique 
5 a appliquer. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1 1 invention comprend encore d 1 autres dispositions , qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se 
r£f&re a des exemples de raise en oeuvre du procede 
10 conforme a l 1 invention et a une description detaillee du 
dispositif selon 1* invention, avec reference aux dessins 
annexes, dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 representent schematique- 
ment deux mode de realisation d'un dispositif de mesure 

15 du pH conforme a 1 ' invention ; 

- la figure 3 represente le profil cinetique 
de fluorescence de deux cibles saines (S^ et S 2 ) ; 

- la figure 4 represente 1' effet du 5,6-CF sur 
les valeurs du rapport d'intensites de fluorescence 

20 d' emission de deux zones saines de la peau, calcule a 
partir des intensites de fluorescence obtenues a 490 et 
465 nm ; 

- la figure 5 represente le profil cinetique 
de fluorescence de tissus normaux et tumoraux apr&s une 

25 injection de 250 \il de 5, 6-CF a 10~ 3 M ; 

- la figure 6 represente 1' effet d'un tissu 
sain ou d'un tissu tumoral sur les valeurs des rapports 
d'intensites de fluorescence, calcules h partir des 
intensites obtenues & 490 et 465 nm ; 

30 - la figure 7 represente Involution du 

spectre d 1 emission de fluorescence du 5, 6-CF en fonction 
du pH ; 

- la figure 8 represente la courbe de calibra- 
tion de la 6 CF en fonction du pH ; 

35 - la figure 9 montre 1' influence du pH sur un 

trait ement par hyperthermic . 
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II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces 
examples sont donnes uniquement a titre d 1 illustration de 
l'objet de l 1 invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
5 La figure 1 represente une vue sch&natique 

d'un dispositif de mesure de pH conforme a 1' invention, 
comprenant : 

- une source d 1 excitation 10 , qui dans la rea- 
lisation representee, et ce de mani&re non limitative, 

10 comporte une lampe k arc USHIO 155 XENON (USHIO, JAPON) 
101, un miroir spherique de rayon- de courbure 3 cm 102, 
un condenseur 66061 ORIEL 103 (ORIEL, USA) , une lentille 
convergente de diametre 7,5 cm et de distance focale 
200 mm 104, et des filtres interf erentiels 105 centres 

15 sur 450 nm, 465 nm, 490 nm et 500 nm, permettant de 
sdlectionner les longueurs d'onde desirees ; un moyen de 
bascule 106 ou commutateur permet de basculer d'une lon- 
gueur d'onde d* excitation k une autre ; une derniere 
lentille 20, de diametre 22,4 mm permet de focaliser la 

20 lumiere sur le coeur d'une fibre 600 |im de transmission 
30 (O.N. = 0,48). La puissance d61ivr6e est de 3 mW sur 
une bande de 10 nm. La fibre de transmission est au 
contact de la cible 40, notamment un tissu, dont le pH 
est a analyser in situ ; 

25 - une fibre de recueil 50, d'un diametre de 

600 pin, est connectee a un monochromateur MC1-03 
(OPTOMETRICS, USA) 60 relie, k un photomultiplicateur 70 
(MINI-CHROM ; bande 300 nm a 800 nm) ; 

- la lecture du signal s'effectue, dans la 
30 realisation representee sur un voltmetre DIPITOL 80 ; 

- le systeme de calcul est represente par un 
microordinateur 90, auquel sont relies le systeme de 
recueil (fibre de recueil 50, monochromateur 60 et photo- 
multiplicateur 70) et le moyen de bascule 106. 

35 Le systeme de calcul permet le calcul du 

rapport des signaux de fluorescence emise obtenus a deux 
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longueurs d 1 excitation appropriees au margueur utilise, 
puis le calcul du pH de la cible 40 correspondant au 
rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
gueur en fonction du pH. 
5 La figure 2 represente une vue schematique 

d'un dispositif de mesure de pH conforme k 1' invention, 
dans leguel la fibre de recueil 50 1 est incluse dans un 
endoscope 51 qui permet ainsi d'obtenir a la fois une 
image de fluorescence et une image dans le visible. 
10 Le dispositif repr6sent6 k la figure 2 

comprend : 

. une source d' excitation de fluorescence 10 1 , 
dont les caracteristigues peuvent etre identigues k celle 
de la source decrite a l'exemple 1, qui est associee a un 

15 commutateur de longueur d'onde d' excitation 106' , qui 
peut avantageusement §tre contr81e par un ordinateur 
901 ; le commutateur 106' est relie a la cible 40' par 
1 1 intermediaire d'une fibre de transmission 30' de meme 
type que celle de l'exemple 1 ; 

20 . un endoscope 51, qui comprend une source 

lumineuse 501, un obturateur 502 et un faisceau de fibres 
appropriees 503 j 

. une fibre de recueil 50', qui est incluse 
dans un endoscope 51 ; est associee a un filtre 61 de 

25 selection de la longueur d'onde d' emission (515 nm, 
lorsgue le marqueur est la 6-CF, par exemple) ou a un 
monochromateur; elle est couplee d'^e part a un 
intensificateur d' image 52, lui-m§me relie a une camera 
53 et d' autre part k une camera video 54, qui permet 

30 I'obtention d'une image de la cible. 

Les signaux de fluorescence (image de fluores- 
cence) et 1* image dans le visible sont dirigees vers le 
microordinateur 901. 

Le systeme de recueil (fibre de recueil 50', 

35 filtre SI ou monochromateur, intensificateur d 1 image 52, 
camera 53), 1' endoscope 51, la camera video 54 et 
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1 1 ordinateur 901 constituent un systeme d'imagerie qui 
permet h la fois le stockage d 1 images et de spectres de 
fluorescence. 

Les dispositifs confonaes k 1' invention, per- 
5 mettent la mesure du pH d'une cible. 

On procede comme suit : la mesure est realisee 
sur des souris CDF porteuses d'une leuc£mie lympholde 
P388. 

La tumeur est greffee en sous-cutane sur un 
10 cote de la souris. 

L 1 evolution spontanee de la tumeur est repro- 
ductible : une tumeur d'un diametre de 20 mm est obtenue 

12 jours apres la greffe. 

Une injection intraperitoneale de 250 \lL de 
15 5,6-CF dans un tampon NaCl 0,9 % a une concentration de 

10" 3 M, 5.10"* 3 M ou 10~ 4 M (5 mg/kg, 2,5 mg/kg ou 

0,5 mg/kg), est realisee au jour 12. 

Avant de mesurer la fluorescence et de calcu- 

ler le pH de la tumeur, la zone tumorale et un tissu sain 
20 correspondant sont rases. 

L' injection de 5,6 CF etant consideree comme 

le temps zero, les intensites de fluorescence sont mesu- 

rees aux temps -3 minutes, +3 minutes, puis toutes les 

10 minutes, pendant 1 heure. 
25 Des essais controles sont realises sur la peau 

normale et sur des tumeurs, n'ayant pas ete mises en 

contact avec le marqueur fluorescent. 

La figure 3, qui comporte en abscisse, le 

temps en minutes et en ordonnees, les intensites de fluo- 
30 rescence, montre les differents profils cin6tiques entre 

deux zones de tissus sains (SI et S2) . Les intensites de 

fluorescence maximales peuvent §tre relativement diffe- 

rentes ; les intensites maximales sont atteintes en 5 a 

30 minutes, mais sont differentes pour chaque tissu. Les 
35 differences dans les profils cinetiques peuvent §tre dues 

notamment a des perturbations dans les conditions de 
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detection dans les deux zones, Les courbes 1 et 2 mon- 
trent les profils cinetiques du tissu S2, respectivement 
a 465 et 490 nm et les courbes 3 et 4 montrent les pro- 
fils cindtigues du tissu Si! respectivement a 465 et a 
5 490 nm. 

La figure 4 montre que quelles que soient les 
intensites de fluorescence dans les deux zones, les dif- 
ferences n*affectent pas les valeurs des rapports, qui 
res tent constants et sont quasiment identiques pour les 
10 deux zones SI et S2 entre 15 min et 50 min apr&s 
1 1 injection. 

La figure 5 montre les intensites de fluores- 
cences obtenues en fonction du temps, sur un tissu sain 
(-□-) et sur un tissu tumoral (-■-) . Cette figure donne 

15 les profils cinetiques obtenus apres injection de CF a 
10 M. La fluorescence des tissus normaux est super ieure 
a celle des tissus tumoraux. 

La figure 6 montre les valeurs des rapports 
1490/1465 et montrent qu'il existe bien une difference 

20 significative entre les tissus sains et les tissus tumo- 
raux. 

Les resultats montrent que la penetration de 
la lumiere d' excitation est suffisante pour detecter les 
variations spectrales de fluorescence par la methode des 

25 rapports et permettent d'obtenir la valeur du pH au 
niveau de la tumeur ; en effet, la figure 7 montre 
devolution du spectre d* emission de fluorescence de la 
carboxyf lucres ceine en fonction du pH et la figure 8 
montre la courbe d'etalonnage de la 5,6 CF en fonction du 

30 pH. 

Le procede conf orme a 1 1 invention permet ega- 
lement d'evaluer la dose thermique (dur6e et temps) 
necessaire pour d^truire des cellules tumorales en fonc- 
tion du pH desdites cellules. 
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La figure 9 montre 1' influence du pH sur la 
resistance de cultures de cellules soumises k une hyper- 
thermie . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
5 1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fa<?on plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
10 s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 
tion. 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif de mesure du pH d'une cible 
appropriee sans contact direct avec ladite cible, carac- 
terise en ce qu'il comprend : 

5 - une source lumineuse (101) convenable pour 

la selection d'au moins deux longueurs d'onde 
d 1 excitation de la fluorescence d'un marqueur fluorescent 
fixe sur ladite cible et dont le spectre d' Emission de 
fluorescence est dependant du pH, laquelle source est 
10 associee a un moyen de bascule (106, 106') d , une longueur 
d'onde d' excitation & 1' autre ; 

- au moins un moyen de transmission (30, 30') 
de ladite source lumineuse a la cible (40 , 40') ; 

- au moins un moyen de recueil (50, 50') de la 
15 fluorescence emise ; 

- un moyen de detection et de lecture de la 
fluorescence emise (60, 70, 80 ; 61,52,53) ; et 

- un systeme de calcul du pH de la cible a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emise, 

20 obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs 
d'ondes d'excitation (90, 901). 

2. Dispositif selon la revendication 1; carac- 
terise en ce que le moyen de transmission de la source 
lumineuse comprend au moins une fibre optique. 

25 3 . Dispositif selon la revendication 1 ou la 

revendication 2, caracterise en ce que le moyen de 
recueil de fluorescence comprend au moins une fibre 
optique . 

4. Dispositif selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit moyen 

de transmission et/ou ledit moyen de recueil sont asso- 
cies h un endoscope (51) , couple a un intensif icateur 
d 1 image (52), lui-meme relie a une camera video (53) . 

5. Dispositif selon la revendication 4, carac- 
35 terise en ce que ledit moyen de transmission et/ou ledit 

moyen de recueil sont inclus dans l l endoscope. 
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6. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caract6ris6 en ce que le marqueur 
fluorescent est avantageusement associe a des liposomes 
et/ou des anticorps monoclonaux appropries. 
5 7. Dispositif selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 6, caracterise en ce que le systeme de 
calcul du pH comprend avantageusement un moyen de calcul 
du rapport des signaux de fluorescence emise, obtenus 
success ivement au moins auxdites deux longueurs d'ondes 
10 d' excitation, et un moyen de lecture du pH correspondant 
au rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
queur, en fonction du pH. 

8. Dispositif selon la revendication 7, carac- 
terise en ce que le systeme de calcul comprend egalement 

15 un systeme de controle du moyen de bascule. 

9 . Dispositif pour le traitement des tumeurs 
par hyperthermic et le controle de 1 1 hyperthermic, carac- 
t6ris6 en ce qu'il comprend un dispositif de mesure de pH 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, associe 

20 a un moyen de chauffage approprie de ladite tumeur. 

10. Dispositif selon la revendication 9, 
caracterise en ce que ledit moyen de chauffage est asso- 
cie k un moyen de focalisation de la chaleur produite, 
notamment une sonde, un catheter ou une antenne exte- 

25 rieure. 

11. Proc£d6 d' utilisation du dispositif selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 8, permettant 
d'obtenir les informations caracteristiques de 
1' evolution dans le temps du pH d'une cible appropriee, 

30 caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de la cible a analyser 
avec un marqueur fluorescent, presentant, au moins deux 
pics d' excitation et un pic d' emission et dont le spectre 
d 1 Emission est dependant du pH ; 
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- 1' excitation de la cible ainsi traitee, 
success ivement auxdites longueurs d'onde d' excitation 
dudit margueur fluorescent ; 

- la mesure de la fluorescence emise par 
5 ladite cible a analyser, success ivement auxdites lon- 
gueurs d'onde d 1 excitation ; et 

- le calcul du pH de ladite cible i analyser a 
partir du rapport des signaux de fluorescence ends, 
obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs 

10 d'onde d 1 excitation, par la lecture du pH correspondant 
au rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit 
marqueur, en fonction du pH. 

12. Precede selon la revendication 11 , carac- 
t6ris£ en ce que prealablement a la mise en contact de la 

15 cible a analyser avec le marqueur fluorescent, ladite 
cible est mise en contact avec un sucre, notamment du 
glucose. 

13 . Procede selon la revendication 11 ou la 
revendication 12, caracteris6 en ce que le marqueur fluo- 

20 rescent est notamment choisi dans le groupe qui comprend 
la f luoresceine, la fluoresceine conjuguee au dextran ou 
a une autre molecule inerte (DF) , la 5 et/ou 6 carboxy- 
fluoresceine (CF) , le 2 1 ,7 1 -bis ( carboxy ethyl ) -5 et/ou 6- 
carboxyf luoresceine (BCECF) et leurs esters, la pyramine 

25 (8-lr^droxypyrene-l,3,6-trisulfonate) , le 4-methylumbelli- 
ferone ou 4 -methyl -7 -hydroxy coumarine (4-MU) , le 3,6 
dicyanohydroquinone (DHPN) , le SNAKF-1 et le SNAF-2 
(respect ivement le semi-naphtorhodof luor et la semi- 
naphtof luoresceine) . 

30 14. Proc6d6 selon la revendication 13, 

caracterise en ce que ledit marqueur fluorescent est 
associe a des liposomes et/ou des anticorps monoclonaux 
appropries • 
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Dispositif de mesure du pH d'une cible, procede, d'utilisation dudit dispositif et ses 

applications. 

Dispositif de mesure du pH d'une cible appropriee notamment une tumeur, sans contact 
direct avec ladite cible, procede d'utilisation dudit dispositif ainsi que ses applications, 
notamment au controle du traitement des tumeurs par hyperthermie. 

Ce dispositif de mesure du pH comprend: 

- une source d'excitation (10) qui comporte une source lumineuse (101) convenable pour 
la selection d'au moins deux longueurs d'onde d'excitation dela fluorescece d'un marqueur 
fluorescent fixe sur ladite cible et don't le spectre Remission de fluorescence est dependant du 
pH, laquelle source est associee a un miroir speherique (102), un condenseur (103), une lentille 
(104), des filtres (105), a un moyen de bascule (106) d'une longueur d'onde d'excitation a la'autre 
et a une lentille (201) qui focalise la lumiere sur un moyen de transmission (30) de ladite source 
lumineuse a la cible (40); 

- au moins un moyen de recueil (50) de la fluorescence emise; 

- un moyen de detection et de lecture de la fluorescence emise (60, 70, 80); et 

- un systeme de calcul du pH de la cible partir du rapport des signaux de fluorescence 
emise, obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs d'ondes d'excitation (90). 

Abstract Translation 

Mechanism for measuring pH of a target, 
the process of using said mechanism and its applications. 

Mechanism for measuring pH of an appropriate target, notably a tumor, without direct 
contact with said target, process of using said mechanism as well as its applications, notably 
monitoring the treatment of tumors by hypothermia. 

This mechanism for measuring pH comprises: 

- a source of stimulation (10) which comprises a luminous source (101) suitable for the 
selection of at least two wavelengths of the stimulation of fluorescence from a fluorescent 
marker fixed on said target and whose spectrum of fluorescent emission is dependent on the pH; 
said source is associated with a spherical mirror (102), a condenser (103), a lens (104), 
filters (105), means of toggling (106) from one wavelength of stimulation to the other and to a 
lens (201) which focuses the light on means of transmission (30) from said luminous source to 
the target (40); 

- at least a means of collecting (50) fluorescent emissions; 

- a means of detecting and reading fluorescent emissions(60, 70, 80); 

- a system of calculating the pH of a target coming from the relationship of signals of the 
emitted fluorescence successively obtained at least to said two wavelengths of stimulation (90). 
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(54) Dispositif de mesure du pH d'une cible, precede d'utilisation dudit dispositrf et ses applications. 

67) Dispositif de mesure du pH d'une cible appropriee, no- 
ramment une tumeur, sans contact direct avec ladite cible, 
precede d'utilisation dudit dispositrf ainsi que ses applica- 
tions, notamment au contr61e du fakement des tumeurs 
par hyperthermic. 
Ce dispositif de mesure du pH comprend: 

- une source d'excitation (10) qui comporte une source 
lumineuse (101) convenable pour ia selection d'au moins 
deux longueurs d'onde d'excitation de la fluorescence d'un 
marqueur fluorescent fix6 sur ladite cible et dont le spectre 
d'emission de fluorescence est dependant du pH, laquelle 
source est associee a un miroir spherique (102), un 
condenseur (103), une lentille (104), des filtres (105), a un 
moyen de bascule (106) d'une longueur d'onde d'excitation 
a ('autre et a une lentille (201 qui focalise la lumiere sur un 
moyen de transmission (30) de ladite source lumineuse k 
la cibie (40); 

- au moins un moyen de recueil (50) de la fluorescence 
£mise* 

- un moyen de detection et de lecture de la fluorescence 
emise (60, 70, 80); et 

- un systeme de calcul du pH de la cable partir du rapport 
des signaux de fluorescence emise, obtenus successive- 
ment au moins auxdites deux longueurs d'ondes d'excita- 
tion (90). 
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La presente invention a pour objet un disposi- 
tif de mesure du pH d'une cible appropriee, notamment une 
tumeur, un procede d* utilisation dudit dispositif ainsi 
que ses applications, notamment au controle du traitement 
5 des tumeurs par hyperthermic. 

Le depistage precoce des tumeurs est essentiel 
pour 1 1 amelioration de leur pronostic ; cependant, les 
tumeurs d'organes ou de tissus sont souvent difficiles a 
detecter et f dans le cas du cancer de l'oesophage, par 

10 exemple, l'avenement de la fibroscopie oesophagi enne, n'a 
pas am£liore la precocite de son diagnostic. 

D'autres methodes de diagnostic precoces ont 
ete proposees et font appel a plusieurs techniques : 

1 - fixation d'un agent de contraste ou d'un 

15 agent colorant et diagnostic par imagerie ; l 1 agent colo- 
rant peut soit presenter une grande affinite pour les 
acides nucleiques (bleu de toluidine, par exemple) , soit 
au contraire ne pas presenter de fixation tumorale 
(lugol, par exemple , qui ne reagit qu*avec le glycogene 

20 de 1' epithelium malpighien dif f erencie) , soit enfin par 
l'emploi de photosensibilisateurs presentant un pic de 
fluorescence lors d'une excitation lumineuse adaptee 
(photodiagnostic) ♦ Ces techniques impliquent I'obtention 
d'un gradient de fluorescence entre tissu sain et tissu 

25 tumoral, qui necessite la fixation elective ou la reten- 
tion particuliere du marqueur par la tumeur ; or, celles- 
ci sont d£pendantes de nombreux facteurs et notamment de 
la vascularisation, de la necrose et de la capacite 
phagocytaire de la tumeur. 

30 2 - 1 'utilisation d'anticorps monoclonaux ou 

la vectorisation du marqueur par des liposomes ; cette 
technique, utilisee seule, a 1 1 inconvenient de necessiter 
des reactifs specif iques et coftteux. 

3 - 1 1 etude spectrale de la fluorescence 

35 emise. Cette derniere methode, qui ne necessite pas 
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1' utilisation de reactifs specif iques, peut eviter les 
inconvenient s precites. 

On peut citer, comme methodes de diagnostic 
utilisant 1* etude spectrale de la fluorescence emise : 
5 le procede de diagnostic propose par 

S. ANDERS SON-ENGELS et al . (Lasers in Medical Science, 
1988, 4, 171-181}, qui decrit la localisation et la 
detection de plagues d'ath6rome par la mesure de 
1 1 autof luorescence induite par un laser comme source 
10 d 1 excitation lumineuse ; 

- le diagnostic des tumeurs par analyse de la 
fluorescence, qui a notamment ete d6crit dans : 

. I 1 article au nom de R.R. ALFANO et al., paru 
dans J. Quantum Electronics, 1984, vol. OE-20, 12, 1507- 
15 1511, qui decrit la mesure de 1 1 autof luorescence induite 
par une source laser, tant sur les tissus cancereux que 
sur les tissus sains et qui montre que les profils spec- 
traux des tissus cancereux sont differents de ceux des 
tissus sains. 

20 . et les methodes par fluorescence provoquee, 

comme precise dans 1* article au nom de A.E. PROFIO et 
al., paru dans Med. Phys., 1984, H, 4, 516-520, qui 
decrit un fluorometre pour le diagnostic endoscopique de 
• tumeurs. Plus precisement, un derive fluorescent de 

25 1 'hematoporphyrine est injecte, puis on caracterise la 
tumeur en detectant la fluorescence emise ; la source 
d' excitation est une lumiere violette, acheminee a tra- 
vers une fibre optique, jusqu'S, 1' endoscope, alors que la 
fluorescence emise ainsi que la lumiere violette refle- 

30 chie sont collect^es par une autre fibre optique. La 
fluorescence en lumiere rouge et en lumiere violette sont 
separees a l'aide d'un miroir dichroique et d'un filtre, 
et detect£es l'aide de pho t omul tipli cat eur s . Cette 

mdthode a 1 1 inconvenient de localiser dif f icilement les 

35 petites tumeurs, d'etre absolument dependante des condi- 
tions de mesure et le gradient de concentration entre 
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tissus sain et tumoral est faible avec, de plus, un 
risque de phototoxicity cutanee. 

Les m£thodes de diagnostic de tumeurs, par 
fluorescence, proposes dans l'Art anterieur, ont, . de 
5 plus, I 1 inconvenient majeur d'etre des techniques abso- 
lues, qui entrainerit de nombreux faux positifs ou faux 
negatifs, car elles sont dependantes des conditions de 
mesure (position des fibres de recueil, par exemple ou 
structure du tissu a etudier) . 

10 La presente invention s'est en consequence 

donne.pour but de pourvoir a un dispositif et a un pro- 
cede qui permettent de resoudre le problfeme de la detec- 
tion d'une tumeur dif f icilement detectable par les 
methodes de l'Art anterieur ou dont les resultats sont 

15 dif f icilement interpretables , et egalement de resoudre le 
probleme de la dependance vis-a-vis des conditions de 
mesure, rencontree dans les syst^mes proposes dans l'Art 
anterieur (A.E. PROFIO et al.) ; en effet, la resolution 
de ce probleme est cruciale pour I'obtention de resultats 

20 qui sont fiables et permettent d'eviter les faux positifs 
et les faux negatifs. 

Les Inventeurs ont, pour ce faire, utilise les 
mesures du m£tabolisme cellulaire et plus particulie- 
rement la mesure du pH intracellulaire a 1 ' aide de mar- 

25 queurs fluorescents a spectres dependants du pH, coirane 
cela a notamment et£ precise dans J. A. THOMAS et al., 
(Biochem. , 1979, 1£L, 2210-2218), qui decrit les caract6- 
ristiques spectrales de la fluoresceine et de la 6- 
carboxyfluoresceine (6-CF) , qui sont dependantes du pH, 

30 dans le but de detecter la presence eventuelle d'une 
tumeur. L'absorbance a 490 nm (pic) en reference a 
l'absorbance a 465 nm (point isosbestique, c'est-^-dire 
independant du pH) montre que l'absorbance est plus 
importante a pH 7,8 qu'a pH 6,25. 

35 La presente invention a pour objet un disposi- 

tif de mesure du pH d'une cible appropriee, sans contact 
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direct avec ladite cible, caracterise en ce qu'il com- 
. prend : 

- une source lumineuse convenable pour la 
selection d'au moins deux longueurs d'onde d 1 excitation 

5 de la fluorescence d'un marqueur fluorescent fix6 sur 
ladite cible et dont le spectre d 1 Emission de fluores- 
cence est dependant du pH, laquelle source est associee a 
un commutateur ou moyen de bascule d'une longueur d'onde 
d r excitation a l r autre ; 
10 - au rnoins un moyen de transmission de ladite 

source lumineuse h la cible ; 

- au moins un moyen de recueil de la fluores- 
cence emise ; 

- un moyen de detection et de lecture de la 
15 fluorescence emise ; et 

- un systeme de calcul du pH de la cible a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emise, 
obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs 
d'ondes d' excitation. 

20 Selon un mode de realisation avantageux dudit 

dispositif, le moyen de transmission de la source lumi- 
neuse comprend au moins une fibre optique. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit dispositif, le moyen de recueil de fluorescence 

25 comprend au moins une fibre optique. 

On entend, par fibre optique, au sens de la 
presente invention, toute fibre en matiere dielectrique, 
destinee a guider des ondes electromagnetiques, visibles 
ou infrarouges, par exemple. 

30 Conformement a I 1 invention ledit moyen de 

transmission et/ou ledit moyen de recueil sont associes a 
un endoscope, couple a un intensif icateur d' image, lui- 
meme relie a une camera video. 

On entend, par endoscope, au sens de la pre- 

35 sente invention, aussi bien les endoscopes classiques, 
c'est-a-dire les appareils destines a eclairer et k 
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rendre visible l'intdrieur d*une cavite du corps humain 
que les fibroscopes, c'est-a-dire les endoscopes souples 
formes d'un faisceau de fibres optiques extremement 
fines . 

5 Selon une disposition avantageuse de ce der- 

nier mode de realisation, ledit moyen de transmission 
et/ou ledit moyen de recueil sont inclus dans 1' endo- 
scope. 

Un tel dispositif permet d'obtenir a la fois 
10 une image de fluorescence et une image visible de ladite 
cible* 

Le moyen de mesure des signaux de fluorescence 
6mis par la cible marquee, est avantageusement un spec- 
trophotometre, et comprend notamment au moins un filtre 

15 optique, au moins un photomultiplicateur et/ou au moins 
un photodetecteur de conversion desdits signaux lumineux, 
et un moyen d 1 acheminement des signaux electriques cor- 
respondants vers le systeme de calcul du pH. 

Les marqueurs fluorescents sensibles au pH 

20 sont plus particulierement decrits dans 1" article paru au 
nom de R. Y. TSIEM (Methods in cell Biology, 1989, 30 , 
127-156) , dans lequel il est notamment precise que les 
marqueurs fluorescents suivants : la fluoresceine, la 
fluoresceine conjuguee au dextran ou a une autre molecule 

25 inerte (DF) , la 5 et/ou 6 carboxyfluoresceine (CF) , le 
2 1 , 7 1 -bis (carboxy ethyl) -5 et/ou 6-carboxyf luoresceine 
(BCECF) et leurs esters, la pyramine (8-hydroxypyrene- 
1, 3 , 6-trisulfonate) , le 4-methylumbellif erone ou 4- 
methyl-7-hydroxycoumarine (4-MU) , le 3,6 dicyano- 

30 hydroquinone (DHPN) , le SNARF-1 et le SNAF-2 
(respectivement le semi-naphtorhodofluor et la semi- 
naphto fluoresceine) , present ent une paire de longueurs 
d'onde dont le rapport d' excitation augmente avec le pH. 

Ces marqueurs permettent notamment de mesurer 

35 le pH du cytosol. 
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Conformement a 1 1 invention, le marqueur fluo- 
rescent est avantageusement associ£ a des liposomes et/ou 
des anticorps monoclonaux appropries „ 

Selon un autre mode de realisation du disposi- 
5 tif conforme a l l invention, le systeme de calcul du pH 
comprend avantageusement un moyen de calcul du rapport 
des signaux de fluorescence emise, obtenus successivement 
au moins auxdites deux longueurs d'ondes d 1 excitation, et 
un moyen de lecture du pH correspondant au rapport 
10 obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit marqueur, en 
f one t ion du pH. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, ledit systeme de calcul comprend egale- 
ment un syst&me de controle du moyen de bascule. 
15 Un tel systeme est notamment represents par un 

microordinateur approprie, qui permet a la fois d*obtenir 
le pH en fonction des rapports de signaux de fluorescence 
emise et de controler le moyen de bascule d'une longueur 
d'onde d ! excitation a une autre. 
20 Lorsque la cible est une cellule, un tissu ou 

un organe, le dispositif conforme a 1' invention presente 
les avantages suivants : 

- la mesure du pH est realisee, in situ, sans 
contact direct avec lesdits cellule, tissu ou organe ; 

25 - cette mesure de pH permet la detection d'une 

tumeur, car les cellules tumorales presentent un pH plus 
acide que les cellules normales, dans la mesure ou les 
cellules tumorales sont generalement anoxiques et ont 
done recours a la glycolyse anaerobie, avec pour cons6- 

30 quence.la production d* acide lactique ; 

- cette mesure du pH est fiable, car elle uti- 
lise un rapport d'intensites de fluorescence a deux lon- 
gueurs d'ondes differentes, ce qui evite la d6pendance 
vis-a-vis des parametres de mesure, (structure de la 

35 cible, angle entre la fibre de recueil et la fluorescence 
Smise par la cible, notamment), souvent importante dans 
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les mesures de fluorescence et ce qui permet d'obtenir 
des signaux de bonne qualite et eventuellement de les 
amplifier. 

La presente invention a egalement pour objet 
un dispositif pour le traitement des tumeurs par hyper- 
thermic et le controle de 1 l hyperthermie / caracterise en 
ce qu'il comprend un dispositif de mesure de pH conforme 
a 1' invention, associe a un moyen de chauffage approprie 

de ladite tumeur. 

Ledit raoyen de chauffage est avantageusement 
choisi parmi l'un guelconque des moyens suivants : source 
laser, micro-ondes, ultra-sons, radio frequence ou circuit 

d'eau chaude. 

Conformement h l 1 invention, ledit moyen de 
chauffage est notamment associe a un moyen de focalisa- 
tion de la chaleur produite, vers la tumeur, notamment 
une sonde, un catheter ou une antenne exterieure. 

La presente invention a egalement pour objet 
un procede d' utilisation du dispositif conforme a 
l r invention, permettant d'obtenir les informations carac- 
teristiques de Involution dans le temps du pH d'une 
cible appropriee, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de la cible a analyser 
avec un marqueur fluorescent, presentant, au moins deux 
pics d' excitation et un pic d' emission et dont le spectre 
d' emission est dependant du pH ; 

- I 1 excitation de la cible ainsi traitee, 
succes sivement auxdites longueurs d ' onde d ' excitation 
dudit marqueur fluorescent ; 

- la mesure de la fluorescence emise par 
ladite cible a analyser, succes sivement auxdites lon- 
gueurs d'onde d' excitation ; et 

- le calcul du pH de ladite cible a analyser a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emis, obte- 
nus successivement au moins auxdites deux longueurs 
d'onde d'excitation, par la lecture du pH correspondant 
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au rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
queur, en fonction du pH. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit precede,, prealablement a la mise en contact de la 
5 cible a analyser avec le marqueur fluorescent, ladite 
cible est mise en contact avec un sucre, notamment du 
glucose. 

La mise en contact de la cible avec le sucre 
rend le proc£de encore plus sensible, dans la mesure ou 

10 il permet de diminuer encore le pH des tissus tumoraux 
par rapport aux tissus sains et done d'augmenter ainsi la 
difference entre tissu tumoral et tissu sain. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, le marqueur fluorescent est notamment 

15 choisi dans le groupe qui comprend la f luoresceine, la 
fluoresceine conjuguee au dextran ou a une autre molecule 
inerte (DF) , la 5 et/ou 6 carboxy fluoresceine (CF) , le 
2 1 , 7 ' -bis (carboxyethyl) -5 et/ou 6-carboxy fluoresceine 
(BCECF) et leurs esters, la pyramine (8-hydroxypyrene- 

20 1, 3, 6-trisulf onate) , le 4-methylumbellif erone ou 4- 
methyl-7-hydroxycoumarine (4-MU) , le 3,6 dicyano- 
hydroquinone (DHPN) , le SNARF-1 et le SNAF-2 
(respectivement le semi-naphtorhodof luor et la semi- 
naphtofluoresc^ine) . 

25 Selon une disposition avantageuse de ce mode 

de mise en oeuvre, ledit marqueur fluorescent est associe 
a des liposomes et/ou des anticorps monoclonaux appro- 
pries . 

Les dispositifs et le procede conformes a 
30 1' invention s'appliquent de maniere particuliferement 
avantageuse a la mesure du pH de tumeurs, notamment 
accessibles uniquement par voie endoscopique et permet- 
tent de suivre le pH de la tumeur en differents points et 
Involution du traitement par hyperthermic desdites 
35 tximeurs, ce qui rend possible le calcul de la dose ther- 
mique utile, en n'importe quel point de la tumeur ; en 
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effet, la dose thermique a appliquer est diff6rente selon 
le pH. 

Le dispositif confonne a 1 1 invention permet 
egalement le controle en temps reel de la dose thermique 
5 a appliquer. 

Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions , qui 
res sort iront de la description qui va suivre, qui se 
r£f&re a des exemples de mise en oeuvre du procede 
10 conforme a 1' invention et a une description detaillee du 
dispositif selon 1' invention, avec reference aux dessins 
annexes, dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 representent schematique- 
ment deux mode de realisation d'un dispositif de mesure 

15 du pH conforme a 1 1 invention ; 

- la figure 3 represente le profil cinetique 
de fluorescence de deux cibles saines (S^ et S 2 ) ; 

- la figure 4 represente 1' effet du 5,6-CF sur 
les valeurs du rapport d' intensites de fluorescence 

20 d' emission de deux zones saines de la peau, calcule a 
partir des intensites de fluorescence obtenues a 490 et 
465 nm ; 

- la figure 5 represente le profil cinetique 
de fluorescence de tissus normaux et tumoraux apr&s une 

25 injection de 250 \ll de 5,6-CF a 10~ 3 M ; 

- la figure 6 represente 1* effet d'un tissu 
sain ou d'un tissu tumoral sur les valeurs des rapports 
d 1 intensites de fluorescence, calcules & partir des 
intensites obtenues & 490 et 465 nm ; 

30 - la figure 7 represente Involution du 

spectre d 1 emission de fluorescence du 5,6-CF en fonction 
du pH ; 

- la figure 8 represente la courbe de calibra- 
tion de la 6 CF en fonction du pH ; 

35 - la figure 9 montre l 1 influence du pH sur un 

traitement par hyperthermic. 



2671405 



10 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont dormes uniquement a titre d 1 illustration de 
l'objet de l 1 invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
5 La figure 1 represente une vue sch£matique 

d'un dispositif de mesure de pH conforme a 1" invention, 
comprenant : 

- xine source d' excitation 10, qui dans la rea- 
lisation representee, et ce de mani&re non limitative, 

10 comporte une lampe k arc USHIO 155 XENON (USHIO, JAPON) 
101/ un miroir spherique de rayon- de courbure 3 cm 102, 
un condenseur 66061 ORIEL 103 (ORIEL, USA) , une lentille 
convergente de diametre 7,5 cm et de distance focale 
2 00 mm 104, et des filtres interf erentiels 105 centres 

15 sur 450 run, 465 nm, 490 nm et 500 nm, permettant de 
selectionner les longueurs d'onde desirees ; un moyen de 
bascule 106 ou commutateur permet de basculer d'une lon- 
gueur d'onde d 1 excitation k une autre ; une derniere 
lentille 20, de diametre 22,4 mm permet de focaliser la 

20 lumiere sur le coeur d'une fibre 600 [im de transmission 
30 (O.N. = 0,48). La puissance d6livr6e est de 3 mW sur 
une bande de 10 nm. La fibre de transmission est au 
contact de la cible 40, notamment un tissu, dont le pH 
est a analyser in situ ; 

25 - une fibre de recueil 50, d'un diametre de 

600 Hm, est connectee a un monochromateur MC1-03 
(OPTOMETRICS, USA) 60 relie, a un photomultiplicateur 70 
(MINI-CHROM ; bande 300 nm^ 800 nm) ; 

- la lecture du signal s'effectue, dans la 
30 realisation representee sur un voltmetre DIPITOL 80 ; 

- le systeme de calcul est represente par un 
microordinateur 90, auquel sont relies le systeme de 
recueil (fibre de recueil 50, monochromateur 60 et photo- 
multiplicateur 70) et le moyen de bascule 106. 

35 Le systeme de calcul permet le calcul du 

rapport des signaux de fluorescence emise obtenus a deux 
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longueurs d 1 excitation appropriees au marqueur utilise, 
puis le calcul du pH de la cible 40 correspondant au 
rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
queur en fonction du pH. 
5 La figure 2 represente une vue schematique 

d'un dispositif de mesure de pH conforme a 1' invention, 
dans lequel la fibre de recueil 50 1 est incluse dans un 
endoscope 51 qui permet ainsi d'obtenir a la fois une 
image de fluorescence et une image dans le visible. 
10 Le dispositif repr6sent£ cl la figure 2 

comprend ; 

. une source d' excitation de fluorescence 10 ■ , 
dont les caracteristiques peuvent etre ' identiques a celle 
de la source decrite a l'exemple 1, qui est associee a un 

15 commutateur de longueur d'onde d' excitation 106 1 , qui 
peut avantageusement §tre contrSle par un ordinateur 
901 ; le commutateur 106' est relie a la cible 40' par 
1 ' intermediaire d'une fibre de transmission 30* de meme 
type que celle de l'exemple 1 ; 

20 . un endoscope 51 , qui comprend une source 

lumineuse 501, un obturateur 502 et un faisceau de fibres 
appropriees 503 j 

. une fibre de recueil 50' , qui est incluse 
dans un endoscope 51 ; est associee a un filtre 61 de 

25 selection de la longueur d'onde d' emission (515 nm, 
lorsque le marqueur est la 6-CF, par exemple) ou k un 
mono chroma teur ;. elle est couplee d'une part a un 
intensif icateur d 1 image 52, lui-meme relie a une camera 
53 et d' autre part a une camera video 54, qui permet 

30 l'obtention d'une image de la cible, 

Les signaux de fluorescence (image de fluores- 
cence) et l 1 image dans le visible sont dirigees vers le 
microordinateur 901. 

Le systeme de recueil (fibre de recueil 50 1 , 

35 filtre 61 ou monochromateur, intensif icateur d 1 image 52, 
camera 53), I 1 endoscope 51, la camera video 54 et 
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1 1 ordinateur 901 constituent un systeme d'imagerie qui 
permet & la fois le stockage d 1 images et de spectres de 
fluorescence. 

Les dispositifs conformes k 1' invention, per- 
5 mettent la mesure du pH d'une cible. 

On procede comme suit : la mesure est realisee 
sur des souris CDF porteuses d'une leucemie lympholde 
P388. 

La tumeur est greffee en sous-cutane sur un 
10 cote de la souris. 

L' evolution spontanee de la tumeur est repro- 
ductible : une tumeur d'un diametre de 20 mm est obtenue 

12 jours apres la greffe. 

Une injection intraperitoneal de 250 \il de 
15 5,6-CF dans un tampon NaCl 0,9 % a une concentration de 

10" 3 M, 5.10~ 3 M ou 10" 4 M (5 mg/kg, 2,5 mg/kg ou 

0,5 mg/kg), est realisee au jour 12. 

Avant de mesurer la fluorescence et de calcu- 

ler le pH de la tumeur, la zone tumorale et un tissu sain 
20 correspondant sont rases. 

L 1 injection de 5,6 CF etant consideree comme, 

le temps zero, les intensites de fluorescence sont mesu- 

rees aux temps -3 minutes, +3 minutes, puis toutes les 

10 minutes, pendant 1 heure. 
25 Des essais controles sont realises sur la peau 

normale et *sur des tumeurs, n'ayant pas ete mises en 

contact avec le marqueur fluorescent. 

La figure 3, qui comporte en abscisse, le 

temps en minutes et en ordonnees, les intensites de fluo- 
30 rescence, montre les differents profils cinetiques entre 

deux zones de tissus sains (SI et S2) . Les intensites de 

fluorescence maximales peuvent etre relativement diffe- 

rentes ; les intensites maximales sont atteintes en 5 a 

3 0 minutes, mais sont differentes pour chaque tissu. Les 
35 differences dans les profils cinetiques peuvent etre dues 

notamment a des perturbations dans les conditions de 
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detection dans les deux zones . Les courbes 1 et 2 mon- 
trent les profils cinetiques du tissu S2, respectivement 
a 465 et 490 nm et les courbes 3 et 4 montrent les pro- 
fils cinetiques du tissu SI, respectivement a 465 et a 
5 490 nm. 

La figure 4 montre que quelles que soient les 
intensites de fluorescence dans les deux zones, les dif- 
ferences n'affectent pas les valeurs des rapports, qui 
restent constants et sont quasiment identiques pour les 
10 deux zones SI et S2 entre 15 min et 50 min apr£s 
l'injection^ 

La figure 5 montre les intensites de fluores- 
cences obtenues en fonction du temps, sur un tissu sain 
(-□-) et sur un tissu tumoral (-■-) . Cette figure donne 

15 les profils cinetiques obtenus apres injection de CF a 
10 ~ 3 M. La fluorescence des tissus normaux est superieure 
a celle des tissus tumoraux. 

La figure 6 montre les valeurs des rapports 
1490/1465 et montrent qu'il existe bien une difference 

20 significative entre les tissus sains et les tissus tumo- 
raux. 

Les resultats montrent que la penetration de 
la lumiere d 1 excitation est suffisante pour detecter les 
variations spectrales de fluorescence par la methode des 

25 rapports et permettent d'obtenir la valeur du pH au 
niveau de la tumeur ; en effet, la figure 7 montre 
1' evolution du spectre d' emission de fluorescence de la 
carboxyfluoresceine en fonction du pH et la figure 8 
montre la courbe d'etalonnage de la 5,6 CF en fonction du 

30 pH. 

Le procede conforme a 1' invention permet ega- 
lement d'evaluer la dose thermique (duree et temps) 
necessaire pour detruire des cellules tumorales en fonc- 
tion du pH desdites cellules. 
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La figure 9 montre 1 1 influence du pH sur la 
resistance de cultures de cellules soumises a une hyper- 
thermie. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
5 1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d ! application qui vien- 
nent d'§tre decrits de fagon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1* esprit du technicien en la matiere, sans 
10 s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 
tion. 
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REVINDICATIONS 

1. Dispositif de mesure du pH d'une cible 
appropriee sans contact direct avec ladite cible, carac- 
terise en ce qu'il comprend : 

5 - une source lumineuse (101) convenable pour 

la selection d'au moins deux longueurs d'onde 
d' excitation de la fluorescence d'un margueur fluorescent 
fixe sur ladite cible et dont le spectre d' Emission de 
fluorescence est dependant du pH, laquelle source est 
10 associee a un moyen de bascule (106, 106') d ! une longueur 
d 1 onde d 1 excitation a 1 ' autre ; 

- au moins un moyen de transmission (30, 30 ') 
de ladite source lumineuse a la cible (40, 40') ; 

- au moins un moyen de recueil (50, 50 1 ) de la 
15 fluorescence emise ; 

- un moyen de detection et de lecture de la 
fluorescence emise (60, 70, 80 ; 61,52,53) ; et 

- un systeme de calcul du pH de la cible a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emise, 

20 obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs 
d'ondes d'excitation (90, 901). 

2. Dispositif selon la revendication 1; carac- 
terise en ce que le moyen de transmission de la source 
lumineuse comprend au moins une fibre optique. 

25 3. Dispositif selon la revendication 1 ou la 

revendication 2, caracterise en ce que le moyen de 
recueil de fluorescence comprend au moins une fibre 
optique. 

4. Dispositif selon I'une quelconque des 
30 revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit moyen 

de transmission et/ou ledit moyen de recueil sont asso- 
cies a un endoscope (51), couple a un intensif icateur 
d' image (52), lui-meme relie a une camera video (53). 

5. Dispositif selon la revendication 4, carac- 
35 terise en ce que ledit moyen de transmission et/ou ledit 

moyen de recueil sont inclus dans l 1 endoscope. 
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6. Dispositif selon I'une guelconque des 
revendications 1 £ 5, caracterise en ce que le marqueur 
fluorescent est avantageusement associe a des liposomes 
et/ou des anticorps monoclonaux appropries. 
5 7. Dispositif selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 6, caracterise en ce que le systeme de 
calcul du pH comprend avantageusement un moyen de calcul 
du rapport des signaux de fluorescence emise, obtenus 
success ivement au moins auxdites deux longueurs d'ondes 

10 d' excitation, et un moyen de lecture du pH correspondant 
au rapport obtenu, sur une courbe d'etalonnage dudit mar- 
queur, en fonction du pH. 

8. Dispositif selon la revendication 7, carac- 
terise en ce que le systeme de calcul comprend egalement 

15 un systeme de controle du moyen de bascule. 

9 • Dispositif pour le traitement des tumeurs 
par hyperthermic et le contrdle de 1 1 hyperthermic, carac- 
terise en ce qu'il comprend un dispositif de mesure de pH 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, associe 

20 a un moyen de chauffage approprie de ladite tumeur. 

10. Dispositif selon la revendication 9, 
caracterise en ce que ledit moyen de chauffage est asso- 
cie k un moyen de focalisation de la chaleur produite, 
notamment une sonde, un catheter ou une antenne exte- 

25 rieure. 

11. Proc£d£ d 1 utilisation du dispositif selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 8, permettant 
d'obtenir les informations caracteristiques de 
devolution dans le temps du pH d'une cible appropriee, 

30 caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de la cible a analyser 
avec un marqueur fluorescent, presentant, au moins deux 
pics d' excitation et un pic d' emission et dont le spectre 
d' Emission est dependant du pH ; 



2671405 



17 

- 1' excitation de la cible ainsi traitee, 
success ivement auxdites longueurs d'onde d' excitation 
dudit marqueur fluorescent ; 

la mesure de la fluorescence emise par 
5 ladite cible a analyser, successivement auxdites lon- 
gueurs d'onde d' excitation ; et 

- le calcul du pH de ladite cible k analyser a 
partir du rapport des signaux de fluorescence emis, 
obtenus successivement au moins auxdites deux longueurs 

10 d'onde d 1 excitation, par la lecture du pH correspondant 
au rapport obtenu, sur une courbe d ' etalonnage dudit 
marqueur, en fonction du pH. 

12. Precede selon la revendication 11, carac- 
terise en ce que prealablement a la mise en contact de la 

15 cible a analyser avec le marqueur fluorescent, ladite 
cible est mise en contact avec un sucre, notamment du 
glucose. 

13 . Procede selon la revendication 11 ou la 
revendication 12, caracterise en ce que le marqueur fluo- 

20 rescent est notamment choisi dans le groupe qui comprend 
la fluoresceine, la fluoresceine conjuguee au dextran ou 
a une autre molecule inerte (DF) , la 5 et/ou 6 carboxy- 
fluoresceine (CF) , le 2 ' ,7 ' -bis ( carboxyethyl ) -5 et/ou 6- 
carboxy fluoresceine (BCECF) et leurs esters, la pyramine 

25 (8-hydroxypyrene-l,3, 6-trisulf onate) , le 4-methylumbelli- 
ferone ou 4 -methyl -7 -hydroxy coumarine (4-MU) , le 3,6 
dicyanohydroquinone (DHPN) , le SNARF-1 et le SNAF-2 
(respect ivement le semi-naphtorhodof luor et la semi- 
naphtof luoresceine) . 

30 14. Procede selon la revendication 13, 

caracterise en ce que ledit marqueur fluorescent est 
associe a des liposomes et/ou des anticorps monoclonaux 
appropries . 
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